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癌転移の プ ロ セ ス は複雑 である . 癌細胞 の 細胞外基質と の 接着, 細胞間接着や遊走 に重要な因子であ るイ ン テ グリ ン は ,
多く の 痛で 悪性形質と の 関連性 が示唆さ れ て おり, それ ぞ れ の 過程 にお い て 畳要な役割 を担 っ て い る . イ ン テ グリ ン 分子の 発
現 の 低下 や 克進と , 痛の 浸潤性 の 変化と が呼応す る こ とを示す培養細胞株 を用い た 報告が 多い な か で , イ ン テ グリ ン が 実際に
組織内で どの 様 な役割を果た し て い る の か は, まだ-1l一 分 に解明さ れ て い な い . 本研 究で は, 胃癌組織 におけ る イ ン テ グリ ン の
発現 に つ い て検 討 し, 胃癌 に お け る イ ン テ グリ ン分子種の 特徴 を明 らか に した . 胃痛細胞株5種類, 進行胃痛組織30例と 非痛
部胃粘膜組織20例 に つ い て逆転写酵 蘇P C R(re v e rs etr an sc riptio n-P C R, RTIP C R)法を月ヨい て イ ン テ グT) ン α 鎖6種類 (α2, α3,
α4, α5, α6, αⅤ) と ノヲ鎖 8種類り1‥ ヲ2, ′ヲ3, ノ紘 ′･特 ノ略 ′ヲ7‥ ヲ8)の 発現 を調 べ た. そ の 結果, 胃痛細胞株 にお い て α2, α3, α
6, αⅤ , ノヲ1, ′ヲ4, ′ヲ5, ′ヲ8 が全例陽性であ っ た ･ また 胃痛組織 を用 い た m 二P C R法で は α2, α3, α5, αⅤ ,
′殉 ′?8 が, 非痛部組織に
比 して 有意 に発現率 が高か っ た ･ さ ら に , α5 を発現す る症例, お よ び α Ⅴ と ′
ノ
ブ6を 同時党規する症例 で は リ ン パ 節転移が高頻
度に み ら れ た ･ Jヲ5 イン テ グ リ ン は R TLP C R法で は わず か に統計的有意差を示せ な か っ た が(p = 0.0582), 競合RTIP C R法 にお い
て は癌部に140倍多く(p < 0･05), 胃痛生 検組織を用 い た細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法でも′ヲ5 イン テ グリ ン は, 癌郎に発
現 が多か っ た(p < 0.05). 胃痛 で は , 細胞外基質 に含まれ る コ ラ ー ゲ ン , ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ ン ある い は ビ ト ロ ネク テ
ンな どに対する レ セ プ タ ー と し て の各種 イ ン テ グリ ン が 同時に複数発現 して おり, そ の 進展 ･ 転移に寄与 し て い る と 考えら れ
た ,
Key w o rds integrin s, ga Stric carcino m a, ′ヲ5, C O mpetitiv eR T PC R,in situhybridiz atio n
痛転移 の プ ロ セ ス は複雑であり, 原 隠巣か ら の 離脱 に始 まをj,
脈管 内 へ の 侵 入 , 遠 隔の 標的臓器 へ の 定着, そ し て輿所性の 増
殖 へ と 進行す る と さ れ て い る1). こ の と き噛細胞 に は , 転移成
立 の た め の 多く の 能力が備わ っ て い る こ と が 必須であり, 組織
浸潤 の た め の 優 れ た 基質分解能と高 い 運動性, 異常 な増殖能 な
ど はも と よ り, 血小板 , 免疫系細胞, 血 管内皮細胞な ど種 々 の
細胞, ま た は 基計削 二富 ん だ 基底膜 と の 接着反応 に柔軟 に対処
す る能力も保持 して い る こ と が 塵要 で あ ると 考え ら れ て い る .
イ ン テ グリ ン は, 2 つ の サ ブ ユ ニ ッ ト (α鎧, ′■プ鎖) が 会合 し
た ヘ テ ロ ダイ マ ー 構 造 をと る膜貫通型 の 蛋白質?で, 種々 の 上
皮細胞, 繰維芽細胞, 血 管内皮細胞 , リ ン パ 球な ど広範 に発現
さ れ て い る ･ そ の 分 子量 は , α 鎖が 120､ 180k Da, β員が 90､･
1 10k Da で , 両 者と も大部分が細胞外 に存在 し, 膜 貫通 ド メ イ
ン と , 通常 短 い 細胞内 ド メ イ ン とを有 し て い る 3). 瑞 在少なく
と も1 7種類 の α 鎖 と8種類の ′プ鎖 が 知 ら れ て お り , こ れ ら の
様 々 な組 み 合 わ せ に よ り多様の リ ガ ン ド特異性 をも つ 20種類
以 上 の イ ン テ グ リ ン が 存在す る . イ ン テ グ リ ン は , ラ ミ ニ ン ,
コ ラ ー ゲ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ ン(fibro n e ctin, F N), ビ トロ ネク
ナ ン hTitro n ectin ,V N)な どの 細胞外基質に対する受容体 の 役瓢主)
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を果 た し, 紺 胞と 細胞, 細胞 と 基質と の 棲着 の 他 , 細 胞増殖,
遊 走 , 痛の 進展, 個体発生 の 調節■1＼ 紺胞内シ グナ ル 伝達5), ア
ポ ト ー シ ス 机 な ど に深く関与し て い る . 各々 の イ ン テ グリ ン に
よ っ て そ の 機能が 異な る た め癌 の 進展と関連 の ある イ ン チ グリ
ン の 検索 が様 々 な 方法で な され て い る が 7), 今まで の と こ ろ 転
移惟 を胤定 す る 特定 の イ ン テ グリ ン は 兄付か っ て お ら ず , 虹
移プ ロ セ ス の 各局血に呼応し た イ ン テ グリ ン の 動的 な発現調節
機構そ の もの が , 転移成､㌣をプⅠミイけ る 1 つ の 重 要な鍵 を掘る と
一塩わ れ る . イ ン テ グリ ン 分/▲ の 発現 の 低 卜や 九進と , 痛の 鑓澗
性 の 変化 とが 呼応す る こ と を′卜す部け㌣も多い が , こ れ まで♂~)
墟 の 浸 潤 ･ 転移に お け る イ ン テ グ リ ン の 研究 は, 培 養細胞 を使
っ た 生 体外実験 に基づ くも
,
の が 大部分で あり, イ ン テ グリ ン が
実際に 生 体内で どの 様 な役割 を果 た し て い る の か は, ま だ 卜分
に解明 さ れ て い な い の が現状 で あ る . ヒ ト痛組織を伐 っ た 生
体内の 研究 が進まない 大き な理 由の 1 つ に, パ ラ フ ィ ン 切片で
染色可能な抗体 が ほ と ん どな い こ とが 挙 げ られ る. そ こ で , 優
れ た抗体 が ほ ぼ必須 であ る蛋白 レ ベ ル で の 解析 にか わ っ て , 技
術 的に確立 さ れ た mR N Aレ ベ ル で の角相子, す な わち, 逆転写酵
素-P C R(r e v er s etr a n s c riptio n-P C R, R T-P C R) 法お よ び 競合
平成10年11月27 日受付, 平成11年1月 8日受理
A bbreviatio n s: bp,basepair; F N,B br o n e ctin;IS H,in situhybridizatio n; PL P, periodate-1ysin e-Par a血 rm aldehyde;
RTIPCR, r e V e r S etra nS Criptio n-P C R;V N, vitr o n ectin
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P C R法で イ ン テ グ リ ン の 発現を包括的に把接 した上 で , 高発現
の イ ン テ グリ ン に対 し て は , さ ら に細胞内ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン (in situ hybridiz atio n,IS H) 法で イ ン テ グリ ン を検出す る と
い う解析方法が よ り確実である と 思わ れ る .
胃痛 は我が 国 にお い て 最も多い 悪性腫瘍 の 一 つ で あり, 比較
的容易 に内視鏡検査 , 内視鏡治療 が 可 能と な っ た現 在で も, 悪
性新生物 に よ る死因の 上 位に常 に位置 して い る
9)
. 本研 究で は ,
胃痛 組織 , 非痛部胃粘膜組織中の 各種イ ン テ グ リ ン (α 鎖 6種
類 , ノラ鎖 8種類) の 発現を 肝 P C R法を用 い て 検討 し た ･ 胃痛 組
織 に高発現 の ′95イ ン テ グリ ン に つ い て は, 競 合的 ⅣトP C R法
に よ り定量 し , さ ら に 胃癌生検組織を伺い て β5 イン テ グ リ ン




本研究に用い た ヒ ト胃癌細胞株 は , 高分化型腺痛由来 M E Nt
7, 低分化型腺癌由来 M ⅨN-45, S N U-16, 印環細胞癌由来 K A T O-
Ⅲお よ び ス キ ラ ス 胃痛由来 H S C-39の 計5稜類であ る. M K N-7
は福 島県立医科大学病理学第二 , 鈴木利光教授 より, M E N-45,
K A T O一 Ⅲ は が ん 研究振興財団細胞 バ ン ク (東京) より, S N U-16
は Ame ric a nType C11tu r eColle ctio n(Ro ckville, U S A)よ り,
H S C-39 は国立 が ん セ ン タ ー 実験 動物管理室,柳原五 青先生 より
僕与され た . 各細胞株 は , 10% ウ シ胎児由来血清(Gibc o, Gr and
Isla nd, U S A). 10 0 U/ml ペ ニ シ リ ン (明治製菓 , 東京), 0.1
m g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン (明治製菓) を添加 した R P M I-1640
培地(Gibco) に て 湿潤37℃, 5% C O2の 条件下 で 培養 した .
2. 対象症例
1997年か ら1998年 ま で に金沢大学 が ん研究所附属病院, 小
松市民病院お よ び 金沢市立病院に て外科的に切除さ れ た 進行胃
癌 30症例を対象 に m ㌧P C R法を用 い て イ ン テ グ リ ン の 発現 に
つ い て検討 した. ま た , 19 93年か ら1998年 ま で に 金沢大学が
ん研究所附属病院, 小松市民病院に て経内視鏡的に採取 され た
胃癌 の 生 検 65症例 を対象に細胞内 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法
を用 い て β5 イン テ グ リ ン の 局 在に つ い て検 討 し た ･ な お こ れ
ら の 臨床病理学的特徴を表1 にま と め た . また 病理 組織学的分
Tablel. Su m m ary ofgastric aden oc arcin o m acas es






62.6 ± 1 0.9 6 3.3 土 11.0
(45～ 86) (37～ 82)
Intestin al 1 4
D i爪1Se 16
Tu m o r stage
Early O
A dv a nc ed 30
Lymphn ode m etastasis
Negativ e 6







M , m ale;F,fe m ale. T he exte nt oftu m orin v asio n w asdivided
into early o r adv an c ed gastric c arcin o m a a c co rding to the
Criteriapr opos ed by theJapan eS eRes earch So cietyfo rGast ric
Can c er.
類 は, 本邦 の 胃癌取扱 い 規約(改訂第1 2版)
1q)に従 っ た .
Ⅰ . 胃癌に お け る イ ン テ クリ ン の 解析
1. R N Aの 抽 出
胃痛培養細胞約1 × 108 個か ら Chom czyn Ski ら
11)の 方法 に て
仝 R N Aを摘出 した . また 胃癌組織 に つ い て は , 胃癌摘出手術
後速や か に痛部お よ び 正 常胃粘膜 より 5m mか ら1 0m m角 の 組
織を採取 し , 直ち に液体窒素 で凍結 して か ら - 80 ℃の 冷凍庫
に保存 し, 後 日全 R N Aを抽出 した .
2. プ ライ マ ー の 設計
イ ン テ グリ ン サ ブ ユ ニ ッ トで あ る α2, α3, α4, α5, α6, α Ⅴ ,
Pl, P2, β3, β4, JIヲ5, β6, /?7, P8の各cD N A に特異的なプ ライ
マ ー を作成 した . ま た ハ ウ ス キ ー ピ ン グ遺伝子であ る/92∴ミク
ロ グ ロ ブリ ン , ノケア ク テ ン に つ い て も特異的なプラ イ マ
ー を作
成 した (表2).
3. R T P C R法 に よ る イ ン テ グリ ン mR N Aの 解析
R T反応 は , Pro m ega杜 (M adis o n, U S A) の cD N A合成 キ ッ ト
を用 い て行 っ た . すなわ ち2/ノg (胃痛細胞株 の 場合 は1/ノg) の
全 m A か ら オリゴ d m 1 5をプ ライ マ ー と して 逆転写酵素 に て
cD N A を合成 し た . つ ぎに イ ン テ グ1) ン サ ブ ユ ニ ッ ト に対す る
プ ラ イ マ ー 対を用 い て , Taq ポ リ メ ラ ー ゼ(宝酒造 , 京都)に て
特異的 cD N Aの 増 幅を行 っ た . P C R反応 は , MJ Re se a r ch社
(Wate rto w n, U S A)の P T C-200 D N A Engin e
T Mを使用 した . 至適
ア ニ ー リ ン グ 温度を そ れ ぞ れ 決定 し た後 に , 9 4 ℃ で 5分間の 熟
変性後 , 94 ℃30秒 , 52 ℃ か ら63℃ 1分 , 72℃1分30秒 の 3ス
テ ッ プ を35 サ イ クル 行い , 最 後 に72 ℃ 7分 を追加 し た . 増 幅
後 の PCR産物 は エ ナ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド を含 む2 %ア ガ ロ ー ス ゲ
ル で 電気泳動 し紫外線照射装置を用い て検出 した . 陽性 対照と
し て ノ･?2 べ クロ グ ロ ブ リ ン の プ ラ イ マ ー を用 い て P C Rを行 い ,
こ れで ′･ヲ2- ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン が 増幅 さ れ な い 症例 は除外 し た ･
な お , R r P C R で検出さ れ た バ ン ドが 特異的な バ ン ドで ある こ
と を確認す る た め に, ゲ ノ ム D N A と全 R N Aを鋳型 と して 各 々
の プ ラ イ マ ー を使 っ て 同様 の 条件 下 で P C Rを施行 し, 同 じ高
さ に バ ン ドが 出現 しな い こ と を確認 し た . ま た , 目 的の P C R
産物 の 特異性 は , 適当な 制限酵素 で の 切断を行い , さ ら に
一 部
は ダイ レク ト シ ー ク エ ン ス に よ り確認 した .
4
. 定量的R TJP C R法
胃切除標本 (癌部21例 , 非癌 部 10例) か ら摘出 し た仝 R N A2
FLg を もと に して 合成 し た cD N A中 の /? 5 イン テ グ リ ン の 量 を
競合R TIP C R法 を用 い て 定量 し た . すな わ ち, P C R競合鋳型合
成 キ ッ ト, P C R M I M I C Co n stru ctio nKit(Clo nte ch, Palo Alto ,
U S A)を用 い , 57 4塩基対 (ba s epair, bp) か らな る 痛遺伝子 v-
e rb Bの 制限酵素 Ba mH I, Ec oRI で切断 し た D N A断片 よ り 両端
にノラ5 イン テ グ リ ン の プ ラ イ マ
ー の 配列 を 含む240bp の 競 合鋳
型(/95 M IM IC)を作成 した . 卵 イ ン テ グ リ ン の 競 合鋳型10 0
a伽 m ole s/〃1 か ら10倍希釈を 7回行 っ た競 合鋳型希釈系列と ,
胃切 除標本か ら 合成 し た cD NAの 両者を等量混 ぜ , β5 イン テ
グ リ ン の プ ラ イ マ ー を用 い て 以 下 の プ ロ グ ラ ム で P C R を行 っ
た . すな わ ち , 94 ℃ で5分間の 熟変性後 , 94℃ で 30秒 , 59℃
で 1分 , 72℃で 1分30秒 の 3ス テ ッ プ を30 サ イ クル 行 っ た . 増
幅 さ れ た P C R産物 は, エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む1.6 % アガ
ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動 し､ 紫外線照射装置を用 い て検出 した .
さ ら に , こ こ で 得 られ た 結果 に基づき適当な競合鋳型 の 10倍
希釈濃度 か ら新 た に 2倍希釈 を 7 回行 っ た 希釈系列を作製 し
て , 胃切除標本 か ら 合成 し た cD NA と等量混 ぜ再度競合 R T-
胃痛組織 と イ ン テ グリ ン
P C Rを施行 し た. P C R産物は画像解析装置 バ イ オ プ ロ フ ィ ー ル
NilberLo u r m at, Pa ris, Fr an c e) に て発光強度を測定 し た . /ヲ5
イ ン テ グ リ ン の 強度と 競合鋳型の 強度 の 比を縦軸 に , 競 合鋳型
の 濃度を横軸に取り両対数 グラ フ に プ ロ ッ トし, 競合鋳型 の 強
度 とノラ5 イン テ グリ ン の 強度 の 比 が 1 と な る競合鋳型の 値 を′ヲ5
イ ン テ グ リ ン の 量 と 判定 し た . ま た 内部標準物質′ク ー ア ク チ ン
に つ い て , 両端 に ノヲ ー ア ク チ ン の プ ラ イ マ ー の 配列 を 含 む61 9
bpの 競 合鋳型 (Hu m a np-a Ctin P C R M I C) (Clo nte ch) を用 い
て同様 に競合R T-P C R法で 定量 し, Jヲ5イ ン テ グリ ン の 量 と 比
較 した ･ なお P C R は, 94℃で 5分間 の 熱変性後, 94℃で3 0秒,
59℃ で 1分 , 72℃で 1分30秒 の 3ス テ ッ プ を 25 サイ ク ル 行 っ
た .
Ⅱ . 細胞 内ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ る検討
1. ノ95 イン テ グリ ン D NA プ ロ
ー ブ の 作成
ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 社 (M an nheim , Ge r m a ny) の P C R
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン プ ロ ー ブ 合成 キ ッ ト を用 い て ジ ゴ キ シ ゲ ニ ンで
Table2･ Prim ersetsused for R T-P C Ra n alys IS
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標 識 した 355bpの Jヲ5 イン テ グリ ン D N A ブロ ー プ を作成 し た .
P C Rに て作成 した D N A プロ ー ブ は あ ら か じめ ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電気泳動で単 一 の バ ン ドで ある こ とを確認 した (図1).
2･ 細胞内 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 用切片の 前処置
術前検査の た め経内視鏡的に採取 さ れ た 腎,癌の 生検6 5例 の
10%中性緩衝ホ ル マ リ ン固定 パ ラ フ ィ ン 包捜 ブ ロ ッ ク を 4 〃 m
に 薄切 し, シ ラ ン コ ー ト ス ラ イ ド (ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 京都)
にの せ , 3 7 ℃ で 2時間, 45 ℃ で 4時間放置 し乾燥 した . その
内1 枚は , 細胞 内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ンを施行 し た切片と の
形態学的対比の た め H E染色を行 っ た . 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理後 ､
3 7℃で プ ロ テ ア ー ゼ K溶液(和光純薬工業, 大 阪) (10/噌/ml)
に3 7℃で 15分間浸 し, 除蛋白処理を行 っ た . リ ン 酸緩衝 生 理
食塩水 bhosphate buffe red salin e)で希釈 し た0.1 M グリ シン に
て 洗浄 した 後, ゲ ノ ム D N Aを除く た め に D Nas e(Pro m ega,
M adis on, U S A) 処理 (1 U/ml)を37℃で 6時間30分行 っ た . そ
の 衡 94℃1 分処理 し て DNa seを不 括化 した.
TargetcD N A Prim er sequ e nc es







■ヲ1 in tegrl n











Produ ct siz e(bp)
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一TG GCGT G G T A C A A C T TGACTG _3
-
5l-CA TG CGCA ACA T TCT C A T C C T_3
r
5'-C AGA C C C T GCT C A TCC A G A A T_3-
5l-GG CA TCT T G T C A CC CA G G T A C_31
5一-TG GAG GT ACA G T T G T T G G C G▼31




















-T G T C G A A C A AC C C G TGA A G-3.
5
l
-T G T T C C A C T G GGA C T T G A G C_31
5
T
- C GTGA C G A G A T T G A G T C A G T_3.
5
l
- C C C CGG T A C G T G A T A T TG G T_31
5一- CGAC CACA C TGC C G A G G G A C T-3r
5'-T G C AG CTCA C CGC C G T T C A-31
5
一
















-T ACG A A T CC AGTGT G AGGG-31
5
一
-C A C C A CT TGT A G G TG CC C.3.
5
'




- CTTGTG CA A ACA C T TTGC AG _3
-
5●- AC C CC AC TGAAA A A G A TGA-3.
5一-A TCTTC A A AC CTC C ATGA TG_3
■
5一-A TCTGG CAC CA CA C CT TCT AC AA TG AGCTG C G_3
-
5.-CG TC AT ACT CC T G CTTGCTGA TC CACAT C TG C_3
一
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3. ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン溶 液(50 % ホル ム ア ミ ド, 2× SS C,
10× デ ン ハ ル ト溶 液, 1mg/ml サ ケ精子 D N A, 1% S D S) に ジ ゴ
キ シ ゲ ニ ン 標識 D N A プロ ー ブ 僻 終濃度0.15nM/ml) を 加 え た
溶液を9 5℃で 1 0分間処理 後, 氷上 で 5分間急冷 した . 前処置
し た各切片 に D N A プロ ー ブ 入り ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶液
2 0
′
"1をの せ , 4 2℃ で 一 晩 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ･
ハ イ プ リ ダイゼ ー シ ョ ン終 了後, 2× SS C で 15分間 3回洗浄 し,
引き続き, 緩 衝液1 〔0.1 M トリス 塩酸(pI17.5), 0.15 M塩 化
ナ トリ ウ ム〕 で 1 分間洗浄し た .
4. ハ イ プ lトノ ドの 免疫組織学的検出
組織切片を1.5%内陸=生ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ ブ ロ ッ キ ン
グ試薬(Be ohringe rM a n nheim) で 30分間処理 し, 再度 , 緩 衝
液 1 で 1分間洗浄 し た . つ ぎに非特異的反応の 除去 の た め繚衝
液 1 に正常 ヒ ツ ジ血 清と ウ シ血清ア ル ブ ミ ン を加えた溶液で 30
分間処理 した . さ ら に, 1000倍希釈 ア ル カリ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ
標識抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ヒ ツ ジ抗 体を室温 で 1 時間反応 さ せ た .
そ の 後 , 墳 衝 液 1 で 1 0分間 , 2 回洗浄 し た 後 , 綬 衝 液 2
〔0.1 Mトリ ス 塩酸 bH 9.5), 0.1 M塩化 ナ トリ ウ ム , 5 0m M 塩化
マ グネ シ ウ ム〕 で 1 0分間ア ル カ リ 化 し てか ら暗湿箱 に て ニ ト
ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウム / リ ン 酸ブ ロ モ ク ロ ロ イ ン ドリ ル 溶液
(nitr oblu etetr a zoliu m salt/5-bro m o-4chlor o-3indolylpho sphate)
で 発色 した . 十分な発色 を確認後, 蒸留水 にて 洗浄 し, 反 応停
止液〔10m M トリ ス 塩酸 bH 8.0), 1m M E D T A〕 に浸 した . 陽
性対照 と し て , m R N A全量を反映す る ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識
dm 2.オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ (宝酒造, 京都) を用い , こ
れ で 良好な発色が得 られ な い 症例 は除外 した
1 2)
. 陰性対照 と し
て , ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識陰惟対照 D N Aプ ロ ー ブ (Kr e ate ch
Diagn o stics, Am ste rda m, Netherla nd) と ジ ゴキ シゲ ニ ン 標識陰
性対照 オ.) ゴ ヌ ク レ オチ ドプ ロ ー ブ (Kre ate ch Diagn o stics) を
用 い , こ れ ら の プ ロ ー ブ で 陽性所見が得 られ な い こ と を確認 し
た .
5. 一･ヲ5 イン チ グ リ ン 細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の 評価
光学顕微鏡 下 で 標本 に お ける 染色 が10%未洞の も の を 卜),
10 % 以 上か ら50%未満の も の を (+)1 50% 以 上の も の を (+ +)
の 3段階 に分け, 癌部 , 非 痛部の 染色惟 に つ い て そ れ ぞ れ評価
した . また , こ の 3段 階評価 を順 に 0, 1, 2点 と し, 陽性 ス
コ ア を算出 した .
Ⅳ . 統計処 理
測定値 はす べ て 平均値 ± 標準偏差 で示 し, R T P C R法に よ る
各イ ン テ グ リ ン 発現 と 種 々 の 因子 と の 相 関 は ズ
2 検 定ま た は
Fisbe rの 直接確率計算法を用 い , ′ブ5イ ン テ グリ ン の 定量値 は
M a n n- W hitn ey の U 検定 を用 い て 解析 した . い ず れ も危険率
5 %未満 をも っ て 有意差ありと判定 した .
成 績
Ⅰ . 胃癌細胞様 に お け る イ ン テ クリ ン の発現
胃癌細胞株 5種類 M E N-7, M K N-45, K A T O- Ⅲ, H S C-39 お よ び
S N U-1 6の R71P C R法 に よ る イ ン テ グリ ン の 発現 を表3 にまと め
た . α2, α3, α6, α Ⅴ =
ノ?1, ′ヲ4, ノヲ5, /ヲ8 イン テ グリ ン はす べ て の
細胞株 に お い て 発現 が認め ら れ た (園 2). ノヲ2, ′ヲ6 イン テ グリ
ン は, M K N-7, M K N-45,Ⅰ( 〟Ⅰ
､
0- Ⅲ , H S C-39の 4 種類で 発現 が み
ら れ た . α5 イン テ グ7) ン は , M K N-7, M K N-4 5の 2 種類 で 発現
が み ら れ た. α4, ノヲ3 イン テ グリ ン は M K N
-7の み に 発現 を認 め ,
J
･ヲ7 イン テ グ リ ン は, 全便用細胞株にお い て 発現 が認め ら れ な
か っ た .
Ⅰ . ⅨトP C R法 に よ る 胃癌組織 の イ ンテ クリ ン
胃痛組織 30例, 非癌 郡組織 20例 にお ける イ ン テ グリ ン の 発
現 に つ い て m ㌧P C R法で 解析 した 結果を表4 にま と め , そ の 代
表例 を図3 に示 した . β1, ノ?5 イン テ グ リ ン は 胃癌細一織 に お い
て 仝例発現を認め た. α4, α6, α Ⅴ, ′?3, /ヲ4 イン テ グリ ン は胃痛
組織 にお い て 80%以 上の 症例で 発現を認 め, α2, α5, 酋 ノブ8 イ
ン テ グリ ン は60 % か ら70 %, α3 イン テ グ リ ン は 50%の 症例 で
発現 を認め た . β7イ ン テ グリ ン は , 胃癌 組敵 非癌部組織 と
もに発現が 認め られ なか っ た . また , 胃癌組織 にお け る α2, α
3, α5, α Ⅴ, ′ヲ6‥･ヲ8 イン テ グリ ン の 党規 は, 非癌部組織 と比 べ
て 有意に発現率が高か っ た . ′?1 と複合体を形成しうる α2, α3,
α 4, α5, α 6 イン テ グ リ ン の 病理 組織学的因-f･ と の 相関 に つ い
Table3･ Expressio nof integrlnS e X ilmin ed by R T
-P C R ingastric aderlOC arCin om ace11 1in es





















































胃癌組織 とイ ン テ グ リ ン
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Fig･ 2･ R TIP C Ran alyse s ofintegrin s､in gastric c an ce r c ell lin e s
M E N-7, M K N-4 5, K A T O- Ⅲ, H S C39and S N U 16･
r
rheprodu cts
W e reide ntiBed byagar o segelele ctropho r e si .
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て 検討 した ･ そ の 中 で, α5 イン テ グリ ン の 那 は リ ン パ 節虹
移陽作例と の 間に 有意 な柚関 を認め た (衷5). そ の 他の イ ン テ
グリ ン と 机織軋 問質展, 漫淵川拍机閉数 リ ン パ 管位染, 静脈
侵襲と は , 相関が 認め ら れ な か っ た
･ α Ⅴイ ン テ グリ ン お よ び ,
α Ⅴ イ ン テ グ リ ン と複 合体を形滅 しう る
/
ヲ3, 茜 ′ヲ6, ′ヲ8 イン テ
グ リ ン の 発現 に つ い て 即 )相聞を検討 し た が , α Ⅴイ ン テ グリ
ン が 発現 し て い る症例で は･ ト川手に イ ン テ グリ ン
ノ
ヲサ ブ ユ ニ ッ
トも 発現 し て い た (表6). ま た , ′ブ1 イン テ グリ ン も 〟 Ⅴ イ ン テ
グリ ン と 複合体 を形成しう る イ ン テ グリ ン サ ブ ユ ニ ッ トで ある
が , 病 臥 非痛部い ず れ の 症例 に お い て も
ノ
?1イ ン テ グリ ン の
発現が み ら れ た た め , q Vと ′ヲ1と の 相関 は 見出せ なか っ た . 棲
合体 を形成 し か ､
/弦 /ヲ4, ′ヲ7イ ン テ グ リ ン と α Ⅴ と の 間に は ,
相関はみ られ なか / J た .
次 に胃痛観繊 にお い て αⅤ イ ン テ グ リ ン と 酋 ノブ3, 酋 ′摘 ま
た は
ノ
ヲ8 イン テ グ リ ン の 両君の 発現 が認め ら れ る 症例と病理組
織学的匪=
′
･と の 州閲 に つ い て 検討 し たが , ～`′ V, ′ヲ6 イン チ グリ
ン が 陽性の 症例は , … 例を 除きす べ てが リ ン パ 節転移 をきた L
て い た (p ニ 0･0126) は7). また , そ の 他の イ ン テ グリ ン の 組
合せ で は 組織哩 , 附質庵 , 浸潤哨碑形態, リ ン パ 管侵熊, 闇灘
侵難い ず れも相閲が認め ら れ な か っ た .
ⅠIt･ 競合 RT- P C R に よ るβ5 イ ン テ クリ ン の 定量
田嶋糾織 21 例, 非痛 郎1 0例 にお け る 振合R T P C Rの 結果を
表8 にまと め , その 代左側 をl射 に′jこし た ･
′
ブ5 イン テ グリ ン の
強度と 韻合鋳Ⅷ の 強度の 比を縦軸1に , 競合鋳巧押)濃度 を横軸 に
取る両対数 グ ラ フ は, ほ ぼ両端= ｣二位 置し て い た (図5). 何棟
に
′ゴ ー ア ク テ ン に つ い て も グ ラ フ を 作成 し, ′ヲ5 イン テ グ リ ン ,
ノ
ブー ア ク チ ン の 頻度 と 競合鋳照 の 曲度の 比 が 1 とな る と きの 競
合鋳型の 濃度(横軸)を そ れぞ れ の 賂規範と し, 一ブ5イ ン チ グリ
ン の 発現量を十 ア ク ナ ン の 発現 量と の 比 り5 イン テ グ リ ン /
十 ア ク チ ン) で 補 正し た ･ その 結果, 哺 部の ノブ5イ ン テ グリ ン
は 非強圧1; よ り約14 什情イほ に-甘か っ た1図 6). ま た埴招l;にお け
る 糾織軋 関門圭一;∴ f 誹川棚 形態 , リ ン ハ 廿 ほ架, 静脈u 架,
リ ン ノ哨 池川多1トヒの イほ な柚閃 は.離 J『J れ なか ′ J た .
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Fig･3･ RTIP CR analysis of integ血 sin ga sbic ade n oc a rcin o m a s
a nd su r ro und ing gastric m u c o s a. ㈱ integrin α S ubu nits;(B)
integrin Jヲ subu nits･ La n el･ Siz e m a rker s(¢Ⅹ174/Hinfr);
I･a n e2, Size m a rker s(車Ⅹ1 74/H A EⅢ); N, n O r m alm u c o sa;C,
C a r Cin o m a･ T he produ cts w e reide ntified by aga r o s egel
ele ctropho r esi .
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Table4･ Expressio n of integrln Singastric c arcin o m asandtheir s u rro unding m u c os aby R T
-P C R














































































Tab le5. Correlatio nbet w e en e xpressio nof α 5 integrln and L Nm et asta is
α 5 integrln
LN m etastasis No. ofc as es + ♪- Value
6 4 2
+ 24 5 19
0.04 9 2
L N,1ymphn ode; + ,pOSitiv e;
-
, n egative･
Table6･ Correlationbetw ee n expression of α Vintegrlnand integrin /? subu nits
α Vintegrln






















































































Table7･ Correlatio nbet w e en e xpre ssion of α V/?6integrln and L Nm etast asis
L Nm etastasis No. ofc as es + ♪- V alu e
6 5 1
+ 22 5 17
LN,lymphn ode; +, pO Sitiv e;
-



































































胃痛組織と イ ン テ グリ ン
Ⅳ･ 細 胞内ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン法に よ るβ 5イ ンテ クリ
ン の発現
胃痛組織 にお ける/95 イン テ グ リ ン の 発現 は , 痛細胞 の 細胞
質, 特 に核周囲にお い て 強く陽性像 が み ら れ た . 時に核小体 が
陽性 に染まる こ と が あ っ た . 非癌部 で も同様 に染色され たが ,
全般的 に, 痛部 に比 し 陽性細胞数 は少 な か っ た . 痛部 で は, 65
例中57例 (87･7%) に , 非痛部で は, 36例 中30例 (弘 3%) で ′･95
イ ン テ グリ ン の 発現 が み ら れ た (囲7). さ ら に痛部と非痛部の
陽性 ス コ ア を算出 し比較する と , 非痛 部に 比 し て痛部 は 卵 イ
ン テ グ リ ン が有意 に高 か っ た(表9). β5イ ン テ グ リ ン と組織型,
深遠度, 問質量 , 浸潤 増殖形艶 リ ン パ 管侵襲, 静脈侵襲, リ
A
1 2 3 4 5 67 8





- β一 aC血 (838bp)
~
β- aCtin M IM IC(6 19 bp)
†
Fig･4･ (A)Qu a ntific atio n of ′95 integrin by c o mpetitiv eⅣト
P C R･ T he size ofthe a mpli 鮎dta rgetfragm e nt andthe /ヲ5-
M I M I C(c o mpetito r)fr agm e nt w ere 35 5a nd 2 4 0 bp,
r e spe ctiv ely･ Size m arke rs(≠Ⅹ17 4/H A E Ⅲ) ar e Sho w nin
la n el･ Co n ce ntr atio n s ofJ?5 M I M IC(atto m ole sh]1)a re a s
follo w s:h n e2(5･0 × 10~2);I･a n e3(2.5× 1012); h n e4(1.25×
10'2);La n e5(6･25×1 0-:1);I. an e6(3.125× 10つ;I, an e7(1.56×
1 0､:1);La n e8(7･8× 1 0~4)･ (B)･ Qu a ntific atio n ofJ? -a Ctin by
C Om petitiv eR TIP C R･ T he size ofthe a mpli丘edta rgetfragm e nt
a nd the /9
-a Ctin - M I M I C fr agm e nt w e r e838a nd 619bp,
re spe ctiv ely･ Siz e m arke rs(≠Ⅹ1 74/H A E Ⅲ) ar e sho w nin
la n el･ Conc e ntratio n s of
/
?-a CtinN M IM IC(atto m ole s41)ar e
a sfollo w s‥Lane 2(40); h n e3(20);I.a n e4(10); hn e5(5);
IJa n e6(2･5);I-Jan e7(1･25);LA n e8(6.25× 10▲
1
). T he pr odu cts
W e r eide ntified by aga r o s egelele ctr opho r e si . Arr o w s
indicate the c ros s o v e rpointbetw e e nthe a mplifiedtargeta nd
M I M IC 血･agm e nts.
Table 8･ T he am ou nt of J? 5 integrln in gastric
ade n o c arcin o m as and their no r m al m u c osa an alyzed by
C OmpetitiveR T- PCR
慧監:三s N｡. ぬ ｡S Am憲笥賢
t
:呂諾 ′川
Carcino m a 2 1 4
.0 3×1 0-2±1.1 × 10rl
No rm al m u c o sa lO 2.85×10-4±6.8 1 × 10-4


































Co n c entratio n of MIM IC(atto m oles/FLl)
Fig･ 5･ T he e x a mple
'
ofthe qu a ntitativ edete r min atio n of /95
integrin by c o mpetitiv eR T-P C R･ T he sign al inten sitie s of
C O mpetito rin c o mpetitive R T-P C Rprodu ctstain ed by etidiu m
bro mide w e r e m e a su r ed sing a digit al im age a n alyse r. The
ratio ofthe a mpli五ed β5 integrin to β5-M IM ICw e replotted
again stthe c o n c e ntr atio n ofthe co mpetito r u s ed fo rthe a ss ay.
At the pointofo n e ratio β5･M I M IC,boththe s e a m o u nts ofJ?
5 integrin and/95


















Norm alm uc o s a Canc er
Fig･6･ T ne a m o u ntof/ヲ5 integrinin ga stric aden oc ar cin o m as
a ndtheir n or m al m u c o s a a n alyz ed by c o mpetitiv eR T P C R.
T he m e a nJ?5 integrin//ヲ ーa Ctin r atio s(ho riz o ntalbar)in
norm alga stric m u c o sa and ga stric ade n o c a rcin o m as were
O･0029%a nd O.4%, re Spe Ctiv ely.
*
p<0.05.
Table 9･ Positiv e sc o res of /?5 integrln in gastric
ade noc arcin o m as andtheir n or m al m uc os a an alyzed byin sit u
hybridiz ation
Gro up of
Spe Cim e ns No. ofc ases
Car cin o m a 65
No rm alm uc o sa 36




Res ults ar e e xpressedas首 ± S D.
* pく0.05.
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Fig. 7. Ac a s e ofpapilla rygastric ade n o c ar cin o m a. 仏)H & E. (B)J?5integrin D N Aprobe･ (C)0 1igo dm 2{)prObe a spo sitiv e c o ntrol･ (D)
Negativ e c o ntroI D N Aprobe. Scaleba rindic ate s50FL m ･
ン パ節転 移と の 相関は認め られ な か っ た .
考 察
癌細胞の 細胞外基質と の 接着 , 細胞間接着や遁走 に重要 な因
子 であ るイ ン テ グ リ ン は多く の 痛で 悪性形質と の 関連性 が示唆
さ れ て い る . 本研 究で は , ヒ ト胃痛組織, お よ び 病巣 と は 十分
に離 れ た 非癌部 の 胃粘膜組織 の 両者 か ら R N Aを摘出 し各種 イ
ン テ グリ ン の 発 現を Ⅳr P C R法に よ り検討 した が , 癌部 に お い
て は α2 恥 2), α3(Ⅵ A 3), α5 ⅣI A 5), α Ⅴ, /96, β8の 発現
が , 非癌部 と 比 べ て 発現率が高 か っ た . Ya s o shim aらl=!)は , ヒ
ト胃痛 の 高肝転移株を樹立 し親株と比較し た と こ ろ , V L む1,
Ⅵ A 2, VI A 3, VL む4, VI A5の 発現が い ずれ も高く, Ⅵ A 6 とα
胃痛組織 と イ ン テ グリ ン 65
v
l
?3 は逆 に低 下 し て い る と 報告 し て お り , Yohe mu ra ら 川 は ,
胃低分化型月泉癌細胞株(M K N-4 5) の 撒種 モ デ ル を用 い た 実験
で , 腹膜 へ の 高転移能をも っ た細胞棟烏 Ⅵ A 2, V L む3の 発現が
親株 に比 べ て 非
′削二高 い と報告 して い る. Nishim u r aら15)も ス
キ ラ ス 胃痛細胞株(O C U M-2 M)の 播種 モ デ ル にお い て V L A-2 と
V 山一3の 発現増強を確認 し て い る . α2 イン テ グリ ン に つ い て
は , 同様 の 報 告が 他 の 痛 で もい く つ か み られ て い る . C be nら
冊 は , ヒ ト肺 癌組織 と隣接非痛部組織 の α2の 党規を ノ ー ザ ン
プ ロ ッ ト法に て 比較す る と , 肺痛 組織で は, 非痛部組織 に比べ
て 少なく とも2 0倍発現が高く, C ha nら】7)も, α2 を党規 して い
な い ヒ ト横紋筋肉腫細胞株 に α 2の cDN A を遺伝子導 入 し ヌ ー
ド マ ウ ス の 尾 静脈 に静注す る と , 高率 に肺転移 をお こ すと 述べ
て い る . α3 につ い て は , Natali ら
囲 は , ⅤI A3 がメ ラ ノ ー マ の
皮膚浸潤 の 程度 に比例 して高党規 し, 転移栄 に お い て も m -3
が 高率に 発現 して い る と述 べ て い る . V L む2 はコ ラ ー ゲ ン , ラ
ミ ニ ン をリ ガ ン ドと し , ⅤI A 3 はこ れ に加 え て フ ィ ブ ロ ネク チ
ン もリ ガ ン ドと し て働く こ と が 既 に 知 ら れ て お り
:り1!り
, 胃癌 に
お い て は こ れ ら細胞外基質の レ セ プ タ ー と して の ⅤI A 2, VI A 3




ヲ1(V L A-5)は古典的な F N受育休 (fibro n e ctin r e c epto r)
で
2…
, 癌化と の 関 わり に つ い て は 細胞株 の 悪性化を抑制する と
い う報告 が い く つ か 出 され て い る21I≡2). 一 方で , あ る種 の メ ラ
ノ い マ で は , ⅤI A 5 を発現す る ク ロ ー ン は党規 し な い ク ロ ー ン
よ り もF N l二で よく増殖す る こ と が 示 さ れ て い る2:1 . 本研究 で
は
, 打｢ P C R法 に お い て , α5 が噛 部で 高く , ま た , α5 を党規
する胃痛 にリ ン パ 節転移陽性例が多い こ と が わ か っ た . 当教案
に お い て 浅日l24)も, 過 ヨ ウ 素酸- リ ジ ン パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
(pe riodate-1ysin e-pa rafo r m aldehyde, P L P) 固定胃痛材料を用 い
て , 杭 α 5ノヲ1 ポ リ クロ ー ナ ル 抗体 で 免疫組織化学的に検討 し
た と こ ろ , α5ノラ1の 発 現例 と リ ン パ 節転移陽性群 に は 有意 な
相関があ ると 報告して い る . こ の よう にⅤI A 5 は発現す る紺胞
株に よ り役割が異 な る もの と思 わ れ る が , 胃痛組織で Ⅵ A 5 が
低 t､
▲
し て い る と い う報告は今の と こ ろ な い . 他 の 癌 の 例 を挙げ
る と , Saito ら
ご5)は , 免疫組織化学的検討 に よ り, 瞳胱瀾 では 病
別の 進行 と比例 して 原発巣 , 転移巣で の α 5 の発現 が 高い と 報
告 し て い る .
α Ⅴ イ ン テ グ リ ン と ヘ テ ロ ダイ マ ー を 形成す る ′ヲ サ ブ ユ ニ ッ
ト は 〃 , ノラ3, ′ヲ5, 酋 ′ヲ8 である が , 今回の R T P C R法 によ る検
討で は胃哺組織 に お け る
′
プ3, 調 , ノ略 ノヲ8の 発現 は, αⅤ と 同調
し て い た(p < 0.05). な お , ノブ1 につ い て は , 癌ば か り で なく非
癌部 で も ほ ぼ 全 て に お い て 発 現 が み ら れ た . Fel d ing -
Habe r m a n nら 瑚 は, α V 欠損 メ ラ ノ ー マ 細胞 は ヌ ー ド マ ウ ス で
の 増殖能が低 い が , α V eD N A を遺伝子導人す る と a v
J
ヲ3 を高
発現 し, 増殖 能が 回復す る こ と を報告 し , Le a v e sley ら
27)は ,
αⅤ
ノヲ3を発現せ ず α Ⅴ′ヲ5の み を 有す る膵癌 F G細胞株 は V N ウ
エ ル 上 の 遁走能 をもたない が , ノブ3 cD N Aを遺伝子導人 して α Ⅴ
ノヲ3 を発現 さ せ る と追走能を獲得する こ とを確認 して い る . ま
た , Ko rho ne nら
28)
は , 腎痛 凍結切片を用い た 免疫組織化学的
検討で , 痛 の 悪性度 が増す に従 い α Ⅴ イ ン テ グリ ン の 発現が 増
加す る と 報告 して い る . 今回の 検 討で も, m こP C R法 にて α Ⅴ イ
ン テ グリ ン が , 痛 組織 に高頻度 に発現 して い た . さ ら に, α Ⅴ
と
, ノ
′ヲサ ブ ユ ニ ッ ト 1, 3,5, 6, 8 の 両者 の 発現 が み ら れ る症例 に
お い て各因子 と の 相関を検討 した と こ ろ , α Ⅴ とノヲ6の 両者 の 発
現 が み ら れ る腎嫡症例で は リ ン パ 節転移 の 頻度が有意 に高い と
い う 結果が得 ら れ た(p < 0.05). αⅤ ′?6 イン テ グリ ン は, FN を
リ ガ ン ドと する イ ン テ グリ ン ごり)で , 主に と皮都川包に発現が み ら
れ る . Br e u ssら
:jl ')
は , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を使 っ た 免疫組織学
的手法と細胞内 ハ イ プリ ダイ ゼ } シ ョ ン法を用い た 検討で t 胎
児, 創傷治癒部位, 口腔 の 扁平 上 皮痛等で 卵 イ ン テ グリ ン が
著明に高 い と 報告 して い る . とく に 口腔 の 扁平上皮痛で は, 30
例中27例に ノヲ6イ ン チ グリ ン の 発現を認め た の に対 し, 正 常 口
腔粘膜で は党規を認めず, ま た, リ ン パ 節転移巣に お い て高発
現 が確認 され て お り, 痛 の 浸潤 ･ 転移 と関 わりが ある こ と がう
か が える . こ れ ま で の 報告 と併せ て , β6イ ン テ グ リ ン は原発
巣と転移巣の 両者 に高発現 し, 哺転移 に関わ っ て い る と推察 さ
れ る .
α Ⅴ ′ヲ8 イン テ グ リ ン は, V Nをリ ガ ン ドと す る イ ン テ グ リ
ン:11)で , 主 に胎盤, 脳, 卵巣 , 了･官 , 神経 系で発現 が確認さ れ
て い る が, ′･ノラ8は発見さ れ て まだまもな い イ ン テ グリ ン で あり,
そ の 生 体で の 意義 に つ い て は あ まり知られ て い ない . 滝内 らコ2)
は , 泌尿器哺細胞株 を用い てR T-P C R法 に て 検討 し た と こ ろ,
腎腫瘍細胞株, 膀胱職制憫 株, 睾 丸癌細胞株 に′ヲ8 イン テ グ リ
ン の 発現 を確認 して い るが , 胃痛 に つ い て はま だ報告が な い .
著者 は , R T P C R法 にお い て 別 納L織 で の ノブ8イ ン チ グリ ン の 発
現が , 非痛部組織 と比べ て 有意 に発現率が高 い こ と をは じめ て
見出 し た.
α Ⅴ ′
-ヲ5 は, V Nを唯一→ の リ ガ ン ド とす る イ ン テ グリ ン :-:1)で ,
種 々 の 腫瘍細胞, 繰 推芽細胞 な ど広範囲 に発硯が み られ る . 今
回 の 検討で は , ⅣトP C R法に お い て
J
ヲ5 が, 非癌部組織と比 べ て
発現率が高い 傾向が み ら れ たが , 正常組織 にお い て も比較的恒
常的 に党規 して い る ため 統計的 な有意差 は示 し待 なか っ た(p =
0.0582). 桧 山感度が高い た め , R T P C R法に よ る定性的な検討
で は
′
ヲ5の 発現 の 差 を 見出す の に は 限界が ある よう であ る . こ
の た め 著者 は , 甘焼組織と非癌郎組織 に含まれ る
ノ
ブ5 イン テ グ
リ ン の 量を 競合R T-P C R法で 測定する こ と に し た . そ の 紙 製
ノ
プ ア ク ナ ン の 量を コ ン トロ ー ル に と ると 痛親繊で は 非癌部組織
に比 し て約 140憎 も
′
ブ5 イ ン テ グリ ン の 発現屋 が 多 い と い う 結
果が 得 られ た(p < 0.05).
､1
1教室の Ka w ahar aら 帥 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体を 用い たP L P 国定 パ ラ フ ィ ン H 痛切片で の 免疫組織化
学的検討に お い て ノヲ5 イン テ グリ ン と ノブ3 イ ン テ グリ ン が ス キ ラ
ス 型浸潤 をりす る填で■拓い と 桐苦 し て い る .
競合R T-P C R法 に てH 癌組織に
′
ブ5 イ ン テ グ リ ン が 高発現 し
て い る こ と が 蹄記 さ れ た の で , つ ぎに IS Hは にて そ の 局 在を
検討 し た･ そ の 結 果, H 癌 組織にお け る
ノ
ヲ5 イン テ グ リ ン の 発
現 は , 癌細胞 の 細胞質, 特 に核周囲匿 お い て 強く陽件像が み ら
れ た ･ こ れ は 皿R N A が, 粗両小胞体の 衣面 に つ くリ ボ ゾ ー ム に
存在し , や は り 棲周囲に存在する ゴ ル ジ装置 へ 輸送さ れ る:i5}と
い う細胞内局在に基 づくもの と 説明さ れ る . さ ら に, IS H法 に
お ける非塙部 と痛部 の 染色惟を数値化 して 比 較 した と こ ろ, 非
癌 部 に比 して 痛郎は ′?5 イン テ グリ ン が 有意 に高 い 結果が 得 ら
れ た . こ れ は l 競合R r P C R法 に よ り定量的 に検討 し た結果 を
裏付 け るもの で ある .
結 論
5種類 の 胃癌培養紺胞株 にお ける イ ン テ グリ ン の 発現を確認
の 上 , ヒ ト 許癌組織 30例 お よ び そ の 隣接非境線織 に お ける イ
ン テ グリ ン の 発現 と病理学的因子 と の 関係 , 胃痛組織における
66
β5 イン チ グリ ン の 定量 , さ ら に胃痛 生検組織 に お け る ノ95 プロ
ー ブ を用い た 細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン法 に よ る 定量的解
析を行い , 以下 の 結論を得 た.
1
. 胃痛培養細胞株 にお い て は , α2, α3, α6, α Ⅴ, /√ヲ1, β4, ノ95,
卵 イ ン テ グリ ン が 陽性であ っ た .
2 . ヒ ト胃痛組織 にお い て は, R T P C R法 にて α2, α3, α5, α Ⅴ,
β軋 卵 イ ン テ グ リ ン ほ非痛部胃組織 に比 べ て有意 に高く発現
し た.
3 . α Ⅴ イ ン テ グリ ン に注目 し て み る と α Ⅴ 陽性 胃痛症例 で は ,
ヘ テ ロ ダイ マ ー を構成 しう るβ3, /95, β6, ノ98イ ン テ グリ ン も高
頻度 に発現 して い た .
4 . イ ン チ グリ ン を ヘ テ ロ ダイ マ ー と して み て み る と α5β1 と
α Ⅴノ96を発現す る胃痛 で は , それ ぞれ リ ン パ 節転移が高率で あ
っ た.
5 . β5 イン テ グ リ ン を競合 m しP C R法 で 検定する と癌部 に有
意 に発現 し, 更 にIS H法に て β5イ ン テ グリ ン の シ グ ナ ル が多
か っ た .
以上 より, ヒ ト胃痛 で は , 培養細胞 と異 なり細胞外基質 に含
まれ る コ ラ ー ゲ ン , ラ ミ ニ ン , F Nある い はV Nなどに対す る受
容体 として の各種 イ ン テ グリ ン が 同時 に複数発現 して お り , こ
の こ と がそ の 進展 ･ 転移 に寄与して い る と考え られ た .
謝 辞
稿 を終 える に 臨み , ご 指導 と ご校閲を賜 りま した恩師馬渕宏教授 に深
甚 なる 謝意 を表しま す. ま た, 終始直接の ご指導を賜りま した金沢大学
医学部病理学第 一 講座 の 中西功夫教授, 川 島篤弘講師 に心か ら感謝 い た
します . 貴重 な手術材 料を掟供 して くださ っ た金沢大学が ん研究所外科
部 の磨伊正義教授 をはじめ外科諸先生方, 小松市民病院高橋 一 郎副 院長
をは じめ外科諸先 生方, 金沢市立病院外科橋爪泰夫科長 をは じめ外 科諸
先生方 に感謝 い た します. さら に ご支援と ご協力 を頂きま した金沢 大学
医学部 内科学 第二 講座 な ら びに金沢大学医学部病理学第
一 講座 の皆様 に
感謝致 します. なお本論 文の 要 旨の 一 部 は2 2nd Inter n atio nal Congress
Of theIntern ational Acade myof Path0log y(1998,N ic e, Fran ce)に お い て 発
表 した.
文 献
1) Liotta L A. Tu m o rin v a sion and m etasta s e s. Role ofthe
e xtr a c ellular m atrix :Rho ads m e m orial a w ard le ctu re. Ca n c er
Res46:1-7,19 86
2) Hyn e sR O.Integrin s : afa mily ofc ellstlrfac e re cepto r s, Cel1
4 8:549-554,1987
3) Hyn e sR O. Integrin s: V e r S atility, m Odulatio n, a nd
Sign alingin c elladhe sio n. Cel1 69:11-25,1992
4) Albelda S M, Bu ck C A. Integrin s a nd othe r c elladhe sio n
m ole cule s. F A S E BJ 4:2868-2880,1990
5) M iyam oto S, A kiyam aS K, Y am ada KM . Synergistic r ole s
fo r r e cepto r o c c upa n cy a nd ag gregatio n in integrin
tra n s m e mbr an efun ctio n. Scie n c e267:883-885,199 5
6) K hw如a A, Rod rigu e z｣Ⅵ cian aP, W e n n str6m S, W ar n eP H,
Do w n w a rdJ. M atrix ad he sio n a nd Ra str a n sfo r m atio nboth
a c仕v ate apho sphoin o sitide3
-O H kin a se andprotein kin as eB/A kt
C ellular Su rviv alpathw ay. E M B OJ 16:2783-2793,1997
7) Ⅴar n e rJA, C he re sh D A. Integrin s a nd c an c e r. Cu rrOpin
Cell Bio1 8:724-730,19 96
8) AlbeldaS M. Biology of dise a s e: rOle of integrin s a nd othe r
C ellad he sio n m ole c ulesin tu m o rpr ogr e s sio n a nd m eta stasis.
I
.abIn v est68:4-17,1993
9) 財団法人厚生統計協会編 . 国民衛生 の 動向 . 厚 生 の 指標
45:406-438, 1998
10) 胃痛研究会編. 胃痛 取り扱い 規約改訂12版, 64-74頁, 金
原出版, 東京, 1993
11) C ho m c zyn ski P, Sa c chi N. Single-Step m ethod of R N A
is olatio nby a cidgu a nidin u m thio cya n ate-Phe n ol- Chlo r ofo r m
e xtr actio n. Anal Bio che m162:156-159,1987
12) 高橋 豊, 北台靖彦 , 磨伊 正 義. 胃痛生検組織 に対する ,
転移 関連遺伝子群 のin situ mR N A hyb ri diz ato nに よ る 転移の 予
測 . 消化器痛 の 発 生 と 進展 9:37t38,1997
13) Yasoshim aT, De n n oR, Kawagu chiS,Sato N, O kadaY, Ur a
H
,
KikuchiK, H irata K. Establishm ent a nd char a cterization of
hu m anga stric c ar Cin o m aline $With high m etastatic pote ntial in
theliv e r: Change sin integrin e xpr e s sio n a s s o ciated with the
abilityto m etasta siz eintheliv e r ofn ude mic e. JpnJCan c erRe s
87:153-160,1996
14) Yon e m u raY,Endo uY,Ya m agu chi T, Nojim aN, Ka w a m u r a
T, Fujim u raT, O bata T, Kim B S, M iya z aki I, Sas aki T. Role s of
Ⅵ A 2a nd VI A 30 nthefo r m a也o n ofperito n e al dis s e min atio nin
ga s吐ic c an C e r. IntJ On c o1 8:9 25-931, 996
15) Nishim u raS, C hu ngY S, YashiroM ,Inoue T,Sow aM . Role
Of α 2β1- and α 3Pl-integrin in the pe rito n e al impla ntatio n of
S Cirrho u sga stric c ar Cin o m a. BrJC an C e r74:1406-14 12,19 96
16) C he nF A, Repa sky E A, Ba nke rt R B. Hu m a nlu ng tu m o r-
a s s ociated a ntige nide nti丘ed a s a n e xtra c ellula r m atrix adhe sio n
m ole c ule. JExp M ed 173:1111-1119,199 1
17) C hanB M C, Matsu u r aN, Takada Y,Zette rB R, He mle rM E.
In vitr･O a nd in viv o c o n s equ e n c e s of V L Ap2 e xpr e s sio n o n
rhab do myo s ar c o m a c ells. Scie n c e251: 600-1602,1991
18) Natali P G, N ic otra M R,Ba rtola zzi A, Cav alie reR, Bigotti A.
Integrin e xpr e s sio nin cuta ne o u sm align a nt m ela n o m a:
as s o ciatio nofthe α3//91 heter odim e r withtu morprogres sio n.
IntJCa n c e r54:68-72,199 3
19) Ru o slahti E, Pie rs ch ba cherM D. Ne w pe rspe ctiv e sin c ell
adhesio n:R G Da nd integrin s. Scie n c e23 8:491-497,1987
20) Ru o slahti E.Integrin s. JClinIn v e st 87:1-5,1991
21) Pla ntefabe rL C, Hyn e sR O. C ha nge sin integrin r ec epto rs
O n O n C Ogenic allytr a n sfo r m ed c ells. Ce11 56:281-290,1989
22) Gia n c otti F G, Ru o slahti E. Ele v ated le v els ofthe α5Jヲ1
fibr o n e ctin r e c eptor
･
S up pre S Sthe tra n sform ed phe n oty pe of
C hine seham ste r o vary c ells. Ce1160:849-859,190
23) M oltarini R, Gis mo ndi A, Santo niA, Pa r mia ni G, Anichini
A. Role ofthe α5/ヲ1 integrin r e c eptorin the pr oliferativ e
re spo n s e ofquie s c e nthu m an m ela n o m a c ells to fibro n e ctin ,
Can C erRe s52:44 99-4 506,1992
24) 浅田康行. 胃癌 にお ける イ ン テ グリ ン の 分布 と そ の 意 義.
十 全医会誌 102: 9 1-3 04, 1993
25) Saito T, Kim u r aM , Ka w a s aki T, Sato S, To mita Y.
Co rrelatio nbetw e e nintegrin α5 e xpre ssio n a nd the m align ant
phe n oty pe oftr a n sitio n alc ellc ar cin o m a. BrJ Ca n ce r73:327-
33 1, 996
26) Felding-Habe r m a n nB, M u e1e rBM , Ro m e rdahlC A,
Che re sh D A. In volv em ent of integrin α V gene e Xpre SSio nin
胃痛組織 と イ ン テ グリ ン
hum a n m ela no m atu m orige nicity･ JClin In v e st 89:2018-2022,
19 2
27) Le a v e sley DI, Fe rgu s o nG D, Wayn e rE A, C here sh D A,
Requir e m e nt oftheintegrin l?3 s ubu nitfo r c a rcin om a c ell
Spre ading o r migratio no n vitro n e ctin and 丘brin oge n. JCell Biol
l17:110 1-1107,1992
28) Ko rho n e nM ,IJaitine nL, Ⅵan n eJ, Ko ukoulis G K,Qu ar anta
V,Ju us ela H, Go uld V E, Virta n e nI.Integrin distributio n sinr enal
C ellca rcin om a s ofv ario u sgr ade s of m align a n cy. AmJPathol
141:1161-1171,1992
29) Wein acke rA, C he n A, Agre zM , Co n eRI, Nishim u r aS,
Wayn e rE･ Pytela R･ S hep pa rd D･ Role oftheintegrin α V/? 6 in
Cellatta chm e nt to fibro n e ctin :hete r ologo u s expre s sio n of inta ct
a nd s e cr eted fo r m s ofthe re c epto r･ JBioIC he m269:6940-6948,
30) Br e u s sJM ･ GalloJ, DeLis s e rH M, K lim a n skaya IV,
Folke s so nH G, PittetJF, Nishim u raS L, Aldape K, Lander sD V,
Carpe nte rW, GillettN･ S hep pa rd D, Matthay M A,ju belda S M,
Ki･a m erR H
,
Pytela R･ Expre s sion ofthe /?6 integrin subu nitin
67
dev elopm e nt, ne Opla sia a nd tis s u e repair s ug ge sts a r ole in
epithelialre m odeling■ JCell Sci lO8:2241-2251,1995
31) N ishim u r aS L, S hep pard D, Pytela R･ Integrin α Ⅴ/
/?8:
intera etio nwith vitro n ectin and fun ction al div e rge n ce ofthe /?8
CytOplas micdo m ain･JBioIC he m269:28708-28715, 9 94
32) 滝内秀机 鹿子木基二二, 藤本宣正, 才一E 房 徹, 京 昌弘,
制 ‖靖 二 ･ 永野俊介, 福 西考信 , 薮元秀典 , 井原英有, 島 博
基, 森 義則, 生 駒文彦 . 泌尿器癌細胞株 に お け る イ ン テ グリ
ン 分子の 発硯･ 日泌尿会誌85:584-588,1994
33) SmithJW , Ve stal DJ,Ir win S V, Bu rke T A, C he ,e Sh D A.
Pu riBc atio n a nd fu n ctio n alchar acte riz ado n ofintegrin αV/ヲ5‥ an
adhe sion re c epto rfo rvitr o n e ctin ･ JBioI Che m 2 65:1 1008-11013,
1990
34) Ka w ahar aE, 00iA, Naka nishi I. Integrin dist,ibuti｡ nin
gastric ca rcin o m a: a SS O Ciatio n ofJ?3a nd /?5 integrin swithtu m o r
in v asiv e ness･ PathoIInt45:493-500,19 95
35) Fr a nke W W, Sche e rU, Kl･Ohn eG,Ja ra sch E D.T he n u cle ar
e n v elope anda rchite ctu r e ofthe nu clea rperiphery.JCellBio1 91:
39s-50s,1981
Integrin sin H u man Gastric Carcin o ma T issue s: An alyse s of the β5 Subu nit by Com petitiv eReve rs eTrans c ription - PCR and in situ Hyb ri dization S hu z oTs uga w a, Depa rtments ofM edicine(II)a nd Patholog y(Ⅰ), SchoolOf Medicin e
, Ka n aza w aUniv ersity, Kanaz a w a9 2 0-864 0-J･ Ju z e nMed So c･ , 108,5 7 - 67(1 99 9)
Key w o rds integrln S,ga Stric c a rcino m a, ′9 5, C O mPetitiv eR T- P C R,in situ hybridiz atio n
T he integrl n S uPe rfamily of het er odim el
･
ic tr a n s m e mbra n e ad he sio n r e c epto rs m ediates ma ny c el トc ella nd celトm atrix
inte ra ctions who s efun ctio n s a rebeliev edto be c ritic altoc a rcin oge n e si a nd m eta sta sis as w ellas nor m al m o rphoge ne sis a nd
diffe r entiatio n･ Ho w e ver, the a ctu al m e chanis m s respo n sib le fo rtu m o rlge n e Sis in viv o a re n ot u nde r sto od clearly･ To
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W aS n Ot Statistic ally signinc a nt(P = 0･0 5 82)･ Ho w e v e r, a nalys esby competitiv eR T- P C Rre vealed that the
/
ヲ5 integrin w a s
14 0-foldele v ated in G Ca s c o mpar ed to the s u r ro u nding gastric m u c o s a(P < 0･0 5)･ Fu rthe rm o re,in si[LLhybridiza tion
an alys e s, u Sing 65 GC biopsy c a ses, C Onnr m ed the significa ntin c re a sein e xpr essio n ofthe /ヲ5-integrin(p < 0.0 5). T he se
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